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Verfahren zur Inaktivierung von Pathogenen, insbe- 
sondere von Viren, in einem biologischen Material 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivie- 
rung von Pathogenen in einem biologischen Material durch Inku- 
bieren mit einem chemischen Mittel. 

Ein biologisches Material stammt von Organismen bzw. Korper- 
f lussigkeiten oder Mikroorganismen . 

Da biologisches Material mit Pathogenen, wie z.B. infektiose 
Molekiile oder Mikroorganismen und Viren, bzw. Pyrogenen, konta- 
miniert sein kann, wurden bereits verschiedene Verfahren zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Pathogenen bzw. Pyrogenen 
entwickelt . 

Derartige Verfahren beinhalten physikalische und/oder chemische 
Behandlungen, wie beispielsweise diverse Filtrationsmethoden 
(z.B. Nano-, Dia- oder Ultrafiltration), Hitzebehandlung , Be- 
handlung mit Saure oder Lauge, Behandlung mit Detergens und/oder 
organisches Losungsmittel sowie Behandlung mit UV-Licht oder mit 
Laser-Licht . Auch verschiedene Kombinationen solcher Verfahren 
zur Inaktivierung bzw. Abreicherung von Pathogenen wurden im 
Stand der Technik vielfach vorgeschlagen . 

Aus der EP 0 197 554 ist beispielsweise ein Verfahren zum Depy- 
rogenisieren und Inaktivieren von Viren in einem biologischen 
oder pharmazeutischen Produkt bekannt, welches eine Behandlung 
mit einem virusinakt ivierenden und depyrogenisierenden Mittel, 
wie z.B. eine amphiphile Substanz und/oder ein Losungsmittel, an 
einer festen Phase, an der das Produkt adsorbiert vorliegt, um- 
f a£t . Nach dieser Behandlung wird das virusinakt ivierende und 
depyrogenisierende Mittel von der festen Phase abgetrennt, das 
adsorbierte Produkt gewaschen und schlieSlich von der festen 
Phase eluiert. 



Aus der EP 0 131 740 ist die Behandlung einer Protein enthalten- 
den Zusammenset zung in einer Losung mit organischen Losungsmit- 
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teln wie Di- oder Trialkylphosphaten, gegebenenf alls in Gegen- 
wart eines Detergens (Solvens/Detergens-Behandlung) bekannt, wo- 
durch Protein-Zusammensetzungen frei von lipidhaltigen Viren er- 
halten werden konnen. 

Aus der AT-PS 402 151 ist eine Hit zebehandlung bekannt, bei wel- 
cher einem in waSriger Losung vorliegenden Praparat vor dem Er- 
hitzen ein Tensid in einer Konzent rat ion von mindestens 1 Gew.% 
zugesetzt wird. 

Ein weiteres Verfahren zur Reduktion bzw. Suppression uner- 
wiinschter Aktivitaten in biologischen oder pharmazeutischen Pro- 
dukten ist aus der EP 0 083 999 bekannt. Dieses basiert auf ei- 
nem verlangerten Kontakt mit einer Losung oder Suspension eines 
nicht -denaturierend wirkenden Amphiphils. Das depyrogenisierte 
Produkt wird zur Entfernung des Amphiphils mit einem Ionenaus- 
tauscher behandelt. 

Ein Nachteil vieler dieser aus dem Stand der Technik bekannten 
Verfahren ist das haufige Auftreten von Akt ivitatsverlusten der 
in den zu behandelnden Zusammensetzungen enthaltenen labilen 
Proteine, beispielsweise von Blutproteinen . Insbesondere bei 
Durchfiihrung eines chromatographischen Reinigungsschrittes er- 
folgt eine Inaktivierung von Proteinen in einem relativ hohen 
AusmaS. Ein Abbau von Proteinen kann auch zu einer Aktivierung 
fiihren. So ist beispielsweise bekannt, daft der Faktor VII bei 
einer chromatographischen Reinigung aufgrund autokatalyt ischer 
Vorgange sehr leicht zu unerwunschtem, weil sehr labilen, Faktor 
Vila aktiviert wird. 

Ein weiterer Nachteil liegt in dem hohen zeitlichen und appara- 
tiven Aufwand vieler Verfahren, was deren Praktikabilitat stark 
mindert und deshalb die Anwendung im groStechnischen Mafestab 
haufig ungeeignet macht . 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein fur 
Proteine, insbesondere fur labile Blutproteine , schonendes Ver- 
fahren zur wirksamen Inaktivierung von Pathogenen in biologi- 
schen Materialien zur Verfiigung zu stellen, welches auch leicht 
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in einen groStechnischen Mafistab tibertragbar ist und okonomisch 
durchgefiihrt werden kann. Insbesondere soil bei dem Verfahren 
zur Inaktivierung von Pathogenen ein Abbau und eine mogliche 
Aktivierung hierfur empf indlicher Proteine weitgehend vermieden 
werden. 

Die vorstehend genannte Aufgabe wird dadurch gelost, da£ ein 
Verfahren zur Inaktivierung von Pathogenen, insbesondere von 
Viren, in einem biologischen Material durch Inkubieren mit einem 
chemischen Mittel zur Verfugung gestellt wird, bei welchem die 
Inkubation in Gegenwart eines eluotropen Salzes entsprechend 
einer NaCl-Konzentration von mindestens 200 mmol/1, vorzugsweise 
mindestens 3 00 mmol/1, vorgenommen wird. 

Die Inaktivierung von Pathogenen in Losung bietet gegeniiber der 
Behandlung eines Adsorbens einige Vorteile. So ist beispiels- 
weise die Praktikabilitat eines derartigen Verfahrens in einem 
homogenen, einphasigen System hoher und die Validierung des In- 
aktivierungsschrittes besser moglich. Auch scheint die bessere 
Zuganglichkeit von Pathogenen in einer relativ homogenen Phase 
die Ef f izienz des Verf ahrensschrittes zu erhohen . 

Das biologische Material enthalt vorzugsweise ein humanes Pro- 
tein und ist insbesondere Plasma oder eine Plasmaf raktion oder 
stammt von einer Zellkultur . Vorzugsweise enthalt das biologi- 
sche Material einen Blutfaktor, wie Faktor XII, XI, VIII, V, von 
Willebrand-Faktor oder Fibrinogen, insbesondere ein Vitamin-K- 
abhangiges Protein wie Faktor II, Faktor VII, Faktor IX, Faktor 
X, Protein C , Protein S bzw . Protein Z . 

Die Proteine konnen als Einzelf aktoren, vorzugsweise in gerei- 
nigter Form, oder in einem komplexen Gemisch vorliegen. In einer 
ganz besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm enthalt das biologi- 
sche Material mindestens einen Faktor des Prothrombinkomplexes 
und ist insbesondere eine Prothrombinkomplex enthaltende Frak- 
tion oder ein Faktor VII enthaltendes Material, beispielsweise 
wird nach einer Kryoprazipitat ion von Plasma vom entsprechenden 
Uberstand (Kryoiiber stand) ausgegangen . 
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Die erf indungsgemaSe Preparation ist bevorzugterweise eine sol- 
che mit FEIB-Aktivitat (Factor Eight Inhibitor Bypassing- 
Activity) , also eine Preparation, die zur Behandlung von Faktor 
VIII - Inhibitor-Pat ienten geeignet ist . 

Das von einer Zellkultur stammende Material ist vorzugsweise ein 
Material, enthaltend rekombinant hergestellte Blutf aktoren, da- 
runter Faktoren der intrinsischen oder extrinsischen Gerinnung, 
der Fibrinolyse, der Thrombolyse oder deren Inhibitoren, insbe- 
sondere Vitamin-K-abhangige Blutf aktoren . Als Zellen kommen die 
fur die Expression rekombinanter Proteine gangigen Zellen in 
Frage, bevorzugterweise Saugerzellen, wie beispielsweise Vero-, 
CHO- oder BHK- Zellen. Die entsprechenden Proteine konnen direkt 
aus dem rohen Zellextrakt dem erf indungsgemafien Verfahren zur 
Inaktivierung gegebenenf alls vorhandener Pathogene unterworfen 
werden, es kann sich jedoch auch um eine vorgereinigte Zell- 
fraktion handeln. 

Das chemische Mittel ist beispielsweise ein Detergens (Amphi- 
phil, Tensid) , welches vorzugsweise in einer Menge von minde- 
stens 1%, mehr bevorzugt mehr als 5%, am meisten bevorzugt mehr 
als 10% enthalten ist; es konnen aber auch andere chemische 
Mittel erf indungsgemaS eingesetzt werden, insbesondere solche, 
fur die z.B. eine viruzide, bakterizide oder depyrogenisierende 
Wirkung bereits bekannt ist, bzw. Mischungen verschiedenster 
chemischer Mittel. 

Die Auswahl ist jedoch dadurch limit iert, da£ die Nativitat des 
biologischen Materials nicht wesentlich beeintrachtigt werden 
soil. Fur eine okonomische Verf ahrensweise wird eine Chemikalie 
gewahlt, die die biologische Aktivitat des Materials zu mehr als 
50% erhalt, bezogen auf die Aktivitat vor dem Inkubieren, vor- 
zugsweise mindestens 70%, insbesondere mehr als 85%. Erhalt der 
biologischen Aktivitat bedeutet, daS die im biologischen Materi- 
al enthaltenen Proteine die ihnen natiirlicherweise zugeschriebe- 
ne Funktion bzw. die verschiedenen Funktionen ausuben konnen. 
Diese biologische Aktivitat kann dann je nach Art des Proteins 
ermittelt und angegeben werden, beispielsweise mittels eines 
standardisierten chromogenen Tests oder der Ant igen-Bestimmung . 
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Gegebenenf alls wird das chemische Mittel nach der Inkubation 
abgetrennt . 

Unter einem Detergens ist allgemein eine synthet ische , organi- 
sche, grenzf lachenaktive Substanz zu verstehen. 

Bevorzugterweise wird bei dem erf indungsgemafien Verfahren ein 
nichtionisches Detergens verwendet. Nicht ionische Tenside wie 
Polyether, insbesondere Alkylphenolpolyglykolether , sind u.a. 
Produkte der Ethoxylierung von Fettsauren, Fettsaureamiden, 
Fettaminen, Fettalkoholen, Aminoxiden, Fettsaureestern von Poly- 
alkoholen und Zuckerestern . 

Ein solches Tensid wirkt auf die Proteine nicht denaturierend 
und ist bevorzugterweise ausgewahlt aus der Gruppe Polysorbat 
und Triton. Als Polysorbat wird beispielsweise Tween® verwendet. 

Wenn Detergentien als chemische Mittel eingesetzt werden, so 
werden diese gemafi einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm ohne den 
Zusatz anderer Mittel eingesetzt, insbesondere ohne den Zusatz 
von toxischen organischen Substanzen oder Losungsmitteln, wie 
z.B. TNBP. Dadurch wird ein Kontaminationsrisiko minimiert . 

Das biologische Material wird gemaS dem erf indungsgemaSen Ver- 
fahren mit einem chemischen Mittel inkubiert . Inkubation bedeu- 
tet das In-Kontakt-bringen des biologischen Materials mit einer 
Losung, Suspension oder Emulsion eines chemischen Mittels fur 
einen zur Inaktivierung gegebenenf alls vorhandener Pathogene 
bzw. Pyrogene ausreichend langen Zeitraum bei einer bestimmten 
Temperatur. Das In-Kontakt-bringen kann beispielsweise einfach 
durch Stehenlassen des Gemisches fur einen definierten Zeitraum 
erf olgen . 

Die Inkubation erfolgt gemaS der vorliegenden Erfindung in Ge- 
genwart eines eluotropen Salzes. Unter "eluotropem Salz" ist im 
folgenden das Salz in Gemisch mit chemischen Mittel oder das 
Salz in einer komplexen Zusammenset zung zu verstehen, mit der 
Eigenschaft, adsorbierte Stoffe aus festen oder mit Fliissigkeit 
getrankten, auch gelartigen Adsorbent ien herauszulosen und/oder 

i 
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zu verdrangen. Bevorzugterweise handelt es sich bei dem eluotro- 
pen Salz urn ein Desorpt ionsmittel , wie es bei chromatography - 
schen Verfahren zur Anwendung kommt . Der adsorbierte Stoff ist 
i.a. in Gegenwart des eluotropen Salzes ausreichend loslich, 
d.h. es werden vorzugsweise Bedingungen gewahlt, die das biolo- 
gische Material nicht prazipit ieren . 

Die Art und Konzentration des Salzes bzw. der Zusammenset zung 
wird im allgemeinen je nach verwendetem Adsorbens gewahlt. Die 
eluierende Wirkung eines Salzes hangt beispielsweise von der 
Polaritat des Losungsmittels ab, nimmt also z.B. in der Reihen- 
folge Ethanol - Aceton - Methanol - Wasser zu. Das Adsorbens 
kann eine feste Phase sein, insbesondere eine fur die Ionenaus- 
tausch-Chromatographie geeignete Matrix. In der das eluotrope 
Salz enthaltenden Zusammensetzung konnen auch weitere Zusatze, 
beispielsweise weitere Salze, enthalten sein. Vorzugsweise han- 
delt es sich bei der Zusammensetzung um eine waSrige Zusammen- 
setzung mit einem pH-Wert im Bereich zwischen 6,0 bis 8,0, be- 
vorzugterweise um 7,0. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird als eluotropes Salz 
Natriumchlorid verwendet, aber auch andere Alkali- oder auch 
Erdalkalisalze , darunter CaCl 2 . Als eluotrope Salze konnen auch 
sogenannte Chao trope , wie z.B. Harnstoff, Rhodanide oder Guani - 
din, eingesetzt werden. Die Konzentration des Salzes ist minde- 
stens s> 200 mmol/1, vorzugsweise & 300 mmol/1. Die obere Grenze 
fur die eingesetzte Konzentration hangt insbesondere von der 
Loslichkeit des jeweiligen Salzes ab und liegt fur NaCl bei- 
spielsweise um 2 mol/1. Chaotrope Substanzen, wie z.B. Harn- 
stoff, konnen gegebenenf alls sogar bis zu einer Konzentration 
von 8 mol/1 eingesetzt werden. 

Die Inkubation des biologischen Materials mit dem chemischen 
Mittel erfolgt fur einen fur die Inakt ivierung gegebenenf alls 
vorhandener Pathogene ausreichend langen Zeitraum, vorzugsweise 
fur einen Zeitraum zwischen 10 Minuten und 10 Stunden, am mei- 
sten bevorzugt zwischen 1 Stunde und 5 Stunden. Der benotigte 
Zeitraum fur das erf indungsgemaSe Verfahren kann mittels Modell- 
viren wie HIV, Sindbis-, FSME- oder Hepatitis-Viren in einem 
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Vorversuch best immt werden . 

Auch die Wahl der Temperatur beeinfluSt den anzuwendenden Zeit- 
raum. In dem erf indungsgemaSen Verfahren wird bevorzugterweise 
bei Raumtemperatur, beispielsweise in einem Tempera turbereich 
zwischen 15 und 4 5 °C, insbe sonde re zwischen 2 0 und 3 0 °C, inku- 
biert . 

Beim erf indungsgema&en Verfahren wird das biologische Material 
bevorzugt an einem festen Trager adsorbiert, gereinigt und die 
Inkubation unmittelbar nach Elution des gereinigten Materials 
vorgenommen . Elution und Inkubation konnen konsekutiv durchge- 
fiihrt werden, sie konnen aber auch gleichzeitig erfolgen. 

GemaS einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die Inku- 
bation nach einer chromatographischen Reinigung eines biologi- 
schen Materials vorgenommen, wobei das Eluat noch weiter pro- 
zessiert wurde , beispielsweise durch Zentrif ugation, Filtration 
oder andere physikalische Methoden . 

Der f este Trager ist bevorzugterweise ein fur die Chromatogra- 
phie geeignetes Material, insbesondere ein fur die Ionenaus- 
tausch-Chromatographie , hydrophobe Chromatographie oder die 
Af f initatschromatographie geeignetes Material. Beispielsweise 
werden Materialien wie Sepharose®, Superdex, Sephadex®, 
Spherodex® , Toyopearl® , oder anorganische Materialien, wie 
Hydroxylapatit , verwendet . 

Als Ionenaustauscher konnen Anionenaustauscher-Materialien , wie 
beispielsweise DEAE-Sephacel® , DEAE - Sephadex® , DEAE-Sepharose® 
CL6B, DEAE-Sepharose®Fast Flow, QAE - Sephadex® , Q-Sepharose® Fast 
Flow, Q-Sepharose® High Performance, DEAE-Tris-Acryl , DEAE- 
Spherodex®, Q-Hyper-D (erhaltlich durch die Firma Sepracor) , 
DEAE-Toyopearl® , QAE-Toyopearl® , Fractogel® EMD-TMAE oder andere 
Fractogel -Material verwendet werden . 



Als Beispiele f iir hydrophobe Chromatographiematerialien soli en 
beispielsweise Butyl -Sepharose® , Octyl- Sepharose® , Phenyl - 
Sepharose®, Fractogel®TSK-Butyl , t-Butyl-HIC Support oder TSK- 
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Gel Butyl Toyopearl® genannt werden. 

Das biologische Material kann direkt aus einem komplexen Gemisch 
an den Trager adsorbiert und gereinigt werden, dem Inaktivie- 
rungsschritt konnen aber auch weitere Schritte zur Reinigung des 
Materials vor- oder nachgeschaltet werden, wobei im Rahmen der 
vorliegenden Erf indung weitere chromatographische Reinigungs- 
schritte bevorzugt werden. 

Durch das erf indungsgemafie Verfahren werden Pathogene inakti- 
viert . Unter Pathogenen werden auch Bruchstiicke von z.B. Viren, 
insbesondere auch das isolierte Genom oder dessen Fragmente, 
verstanden . 

Die Pathogene konnen lipidumhiillte Pathogene , wie z.B. Hepatitis 
B -Virus oder nicht- lipidumhullte Pathogene , wie z.B. Hepatitis 
A-Virus, sein. 

Virusinaktivierungsverf ahren werden heutzutage als wirksam be- 
zeichnet, wenn nach Anwendung des Verfahrens an einer Probe 
eines biologischen Materials, welche mit einer hohen Dosis eines 
Testvirus, z.B. Hi-Virus oder Sindbis-Virus als Modellvirus fur 
Hepatitis -Viren, versetzt wurde, keine Viren mehr in der Probe 
nachgewiesen werden konnen und der Virust iter somit unter die 
Nachweisgrenze reduziert wurde. Nachweis und Quant if izierung von 
Nukleinsauren kann beispielsweise mittels einer PCR-Methode, wie 
in der AT-PS 401 062 beschrieben, erfolgen oder durch direkte 
Titration . 

Als Ma£ fur die Inaktivierung ist der sogenannte Redukt ionsf ak- 
tor bekannt , der nach einer eimaligen Zugabe von Testvirus aus 
dem dekadischen Logarithmus des Quotienten von Anfangs- und End- 
virustiter errechnet wird. Aus der Europaischen Richtlinie EC 
III/8115/89-EN der Kommission der Europaischen Gemeinschaf ten 
ist weiters der sogenannte Gesamt -Redukt ionsf aktor bekannt. Er 
wird aus der Summe der Redukt ionsf aktoren von einzelnen subse- 
quenten Inakt ivierungsmaSnahmen errechnet . 



Auch ein weiterer unabhangiger Schritt zur Inaktivierung bzw. 
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Abreicherung von Pathogenen wird vorzugsweise durchgef uhrt . 
Hierfiir kommen alle aus dem Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren in Frage , um das Inf ektionsrisiko zu minimieren. 

Insbesondere wird als ein weiterer Schritt zur Inakt ivierung 
bzw. Abreicherung eine Filtration und/oder eine Hitzebehandlung 
vorgenommen . 

Als Filtration wird vorzugsweise eine Nanof iltration vorgenom- 
men. Eine bevorzugte Hitzebehandlung wird am festen biologischen 
Material durchgef iihrt , z.B. an einem Lyophilisat mit kontrol- 
liertem Wassergehalt, beispielsweise einem Wassergehalt zwischen 
5 bis 8% und einer Temperatur zwischen 50 und 80°C, wie in der 
EP-0 159 311 beschrieben. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist eine 2-stufige Behand- 
lung mit einem Detergens als chemischem Mittel vorgesehen. Dabei 
wird in einem ersten Schritt ein Detergens in einer Menge von 
wenigstens 1%, vorzugsweise wenigstens 5%, am meisten bevorzugt 
wenigstens 10% verwendet . In einer zweiten Stufe wird ein weite- 
res Detergens in einer Menge von mindestens 10%, vorzugsweise 
mindestens 12%, am meisten bevorzugt mindestens 14% verwendet. 
Das verwendete Detergens kann fur beide Stufen dasselbe sein, es 
konnen aber auch unterschiedliche Detergent- i en eingesetzt war- 
den. Ganz allgemein kann durch die Kombination von Schritten zur 
Virusinaktivierung das Risiko einer Virusinf ektion nach Verab- 
reichung einer entsprechenden Preparation stark reduziert bzw. 
ausgeschlossen werden . 

GemaE der vorliegenden Erfindung wird auch eine chromatogra- 
phisch gereinigte Preparation zur Verfugung gestellt, enthaltend 
einen autodynamisch aktivierbaren Blutfaktor mit einem Anteil an 
aktiviertem Blutfaktor von weniger als 50%, bezogen auf den Ge- 
halt an dem aktivierten und nicht aktivierten Blutfaktor, vor- 
zugsweise weniger als 40%, mehr bevorzugt weniger als 30%, noch 
mehr bevorzugt weniger als 20%, weiters bevorzugt weniger als 
10%, am meisten bevorzugt weniger als 1%, und einem Detergens- 
Gehalt . 
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Insbesondere handelt es sich bei der Preparation urn eine einen 
Prothrombinkomplex enthaltende Preparation mit einer Faktor 
VIIa-Aktivitat von weniger als 50%, bezogen auf den Gehalt an 
akt iviertem und nicht akt iviertem Faktor VII, vorzugsweise weni- 
ger als 10%, am meisten bevorzugt weniger als 1%. Der Detergens- 
gehalt des erf indungsgemaSen Praparates liegt dabei in einer 
pharmazeutisch akzeptablen Menge vor, vorzugsweise zwischen 1% 
und der Nachweisgrenze des Detergens. 

Unter einem autodynamisch aktivierbaren Blutfaktor ist gemaS der 
vorliegenden Erfindung ein Blutfaktor zu verstehen, der autoka- 
talytisch, durch Oberf lachenkontakt oder durch Prozesse, wie 
beispielsweise chromatographische Prozesse, aktivierbar ist. 
Insbesondere ist ein derartiger Blutfaktor ein solcher, ausge- 
wahlt aus der Gruppe Faktor VII, Faktor XII, Faktor XI und Pra- 
Kallikrein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist die Prepara- 
tion frei von Serinprotease- Inhibitoren, wie beispielsweise 
Thrombin- Inhibitoren, bzw. der Kofaktoren, wie z.B. Heparin. In 
einer speziellen Ausf iihrungsf orm ist die Freiheit von derartigen 
Substanzen bereits wahrend eines chromatographischen Prozesses 
gegeben. 

Daher betrifft die vorliegende Erfindung auch entsprechende Pra- 
parationen, erhaltlich durch das erf indungsgemaSe Verfahren. 

In der erf indungsgemaSen Preparation konnen auch weitere Zusatze 
enthalten sein, beispielsweise stabilisierend wirkende Substan- 
zen wie Aminosauren. 

Durch die nachf olgenden Beispiele soil die vorliegende Erfindung 
noch naher erlautert werden, ohne diese jedoch darauf zu be- 
schranken . 

BEISPIEL 1 : 

Detergensbehandlung von aktiviertem Prothrombinkomplex FEIBA in 
Gegenwart von TWEEN®-80 
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lB mg DEAE-Sephadex® A- 50, Fa. Pharmacia, wurden 15 min bei 
Raumtemperatur mit 1 ml einer Losung von 30 g/1 NaCl in Wasser 
zur Quellung inkubiert . Danach wurde das Gel durch Zentrifuga- 
tion vom Quelliiberstand abgetrennt. AnschlieSend folgten funf 
Waschungen des Gels mit je 1 ml Puffer (9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 0, 7 
g/1 NaCl, pH 7,0) und weitere zwei Waschungen mit einem Puffer 
(7 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O, 7 g/1 NaCl) ebenfalls durch Resuspendie- 
ren und Zentrif ugieren . 

3 0 ml frisch gefrorenes menschliches Citratplasma wurden bei 0 
bis +4°C aufgetaut und das anfallende Kryoprazipitat durch Zen- 
trifugation bei +2°C abgetrennt. Der daraus result ierende "Kryo- 
uberstand" wurde mit dem gewaschenen DEAE-Sephadex® inkubiert, 
wobei FEIBA generiert und zusammen mit den Faktoren des Pro- 
thrombinkomplexes und inertem Protein an das Gel adsorbiert wur- 
de. Danach wurde coadsorbiertes Inertprotein vom DEAE-Gel durch 
Waschen mit einem Puffer (9 g/1 Na 2 HP0 4 .2H 2 0, 7 g/1 NaCl) ent- 
f ernt . 

Der puff erf euchte Gel-Proteinkomplex wurde nun mit 1,5 ml einer 
Losung von 150 mg/ml TWEEN®-80 und 30 mg/ml NaCl 1 Stunde bei 
26°C suspendiert . Durch die Behandlung mit der Losung hoher Io- 
nenstarke wurde Protein gemeinsam mit den Faktoren des Prothrom- 
binkomplexes und eventuell vorhandenen Pathogenen desorbiert . 
AnschlieSend wurde die Suspension durch Zugabe von 6,5 ml Wasser 
verdiinnt und 1 Stunde bei Raumtemperatur readsorbiert , wobei die 
Proteinf raktion neuerlich readsorbiert wurde, wahrend Bestand- 
teile des inaktivierten Pathogens gemeinsam mit dem Detergens in 
Losung blieben. Der Gel/Proteinkomplex wurde dann funf mal mit 
je 1 ml einer Losung von 7 g/1 NaCl in Wasser detergensf rei ge- 
waschen . 

Zur Elution wurde das Gel mit 0,7 ml einer Losung von 30 g/1 
NaCl in Wasser unter Riihren behandelt . Das Eluat wurde nun gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, eingefroren und lyophilisiert . 
Nach Rekonstitution des Lyophilisates wurde die FEIB-Akt ivitat 
gemaS der AT-B 350 726 bestimmt. 



Als Kontrolle dienten eine ebenso hergestellte Preparation von 
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FEIBA, jedoch ohne Behandlung mit Detergens. 

Die Analyse des gewonnenen Praparates zeigte eine spezifische 
Aktivitat von 3,2 E FEIBA/mg Protein bei einem Proteingehalt von 
16,6 mg/ml nach Rekonstitution des Lyophilisates und war ver- 
gleichbar mit der Verf ahrensvariante ohne Detergensbehandlung, 
wobei eine spezifische Aktivitat von 2,8 E/mg Protein bei einer 
Proteinkonzentration von 16,5 mg/ml erhalten wurde . 

BEISPIEL 2 : 

Detergensbehandlung bei der Desorption von FEIBA mit verlanger- 
ter Inkubationszeit 

Analog zu Beispiel 1 wurde die Prothrombinkomplexf raktion an 
DEAE-Sephadex® adsorbiert, von Inertprotein f reigewaschen, an- 
schlieSend mit einer TWEEN®/NaCl-L6sung desorbiert. Die Protein- 
f raktion wurde aber iiber 2 bzw. 3 Stunden im desorbierten Zu- 
stand unter sonst gleichbleibenden Bedingungen gehalten. An- 
schlieSend wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, zum Endprodukt 
auf gearbeitet . 

Die Analyse diese Ansatze ergab eine spezifische Aktivitat von 
2,5 E FEIBA/mg Protein bei einem Proteingehalt von 16,6 mg/ml 
bei 2 h Inkubation in Gegenwart von TWEEN®-8 0 und eine spezifi- 
sche Aktivitat von 2,3 E FEIBA/mg Protein bei einem Proteinge- 
halt von 17,4 mg/ml bei 3 h Inkubation mit Detergens. 

Damit konnte gezeigt werden, daS auch die verlangerte Kontakt- 
zeit mit dem Detergens mit keiner wesentlichen Inaktivierung des 
Wirkstoffes oder Reduktion der Ausbeute verbunden war. 

BEISPIEL 3 : 

Detergensbehandlung von FEIBA mit Readsorption an einem anderen 
Gel 

FEIBA wurde wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt. Nach der 
Behandlung und Desorption mit Detergens wurde die erhaltene L6- 
sung in einen Behalter iibergefuhrt in welchem 15 mg DEAE- 
Sephadex® A50, Fa. Pharmacia, welcher in einer Losung von 3 0 g/1 
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NaCl zur Quellung vorinkubiert und anschliefeend durch fiinf Wa- 
schungen mit je 1 ml eines Puffers (9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 0, 7 g/1 
NaCl, pH 7,0) und weitere zwei Waschungen mit einem Puffer (7 
g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O, 7g/l NaCl) jeweils durch Resuspendieren und 
Zentrif ugieren vorgelegt worden war. Nach einstiindiger Adsorp- 
tion des verdiinnten Proteinkomplexes zur Abtrennung des Deter- 
gens wurde die Aufarbeitung nach dem in Beispiel 1 beschriebenen 
Verfahren durchgef iihrt . Das so gewonnene Endprodukt hatte im 
Vergleich zu einer nach der Standardvariante , d.h. ohne Behand- 
lung mit Detergens, hergestellten FEIBA eine Ausbeute von 95 % 
und war in der spezifischen Aktivitat vergleichbar . 

BEISPIEL 4 : 

Detergensbehandlung von aktiviertem Prothrombinkomplex FEIBA in 
Gegenwart von TWEEN®-80 bei erhohter Tempera tur 

15 mg DEAE-Sephadex® A-50, Fa. Pharmacia, wurden 15 rnin bei 
Raumtemperatur mit 1 ml einer Losung von 3 0 g/1 NaCl in Wasser 
zur Quellung inkubiert . Danach wurde das Gel durch Zentrif uga- 
tion vom Quelliiberstand abgetrennt. AnschlieSend folgten fiinf 
Waschungen des Gels mit je 1 ml Puffer (9 g/1 Na 2 HP0 4 .2H 2 <D, 7 
g/1 NaCl, pH 7,0) und weitere zwei Waschungen mit einem Puffer 
(7 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O, 7 g/1 NaCl) ebenfalls durch Resuspendie- 
ren und Zentrif ugieren . 

30 ml frisch gefrorenes menschliches Citratplasma wurden bei 0 
bis +4°C aufgetaut und das anfallende Kryoprazipitat durch Zen- 
trif ugation bei +2°C abgetrennt. Der daraus result ierende "Kryo- 
uberstand" wurde mit dem gewaschenen DEAE-Sephadex® inkubiert, 
wobei FEIBA generiert und zusammen mit den Faktoren des Pro- 
thrombinkomplexes und inertem Protein an das Gel adsorbiert wur- 
de. Danach wurde coadsorbiertes Inertprotein vom DEAE-Gel durch 
Waschen mit einem Puffer (9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 O, 7 g/1 NaCl) ent- 
f ernt . 

Der puff erf euchte Gel-Proteinkomplex wurde nun mit 1,5 ml einer 
Losung von 1 mg/ml TWEEN®-80 und 3 0 mg/ml NaCl 1 Stunde bei 
Raumtemperatur suspendiert, wobei die Proteinf rakt ion und unspe- 
zifisch adsorbierte Verunreinigungen desorbiert wurden. An- 
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schlieSend wurde das Gel durch Filtration abgetrennt . Die Pro- 
teinlosung wurde nun durch weiteren Zusatz von TWEEN®-80 auf 
eine Detergenskonzentration von 150 mg/ml gebracht und an- 
schlieSend entweder 1 Stunde bei 26°C oder 1 Stunde bei 40°C 
unter Riihren zur Inakt ivierung eventuell vorhandener Pathogene 
inkubiert . AnschlieSend wurde durch die Zugabe von 6,5 ml Wasser 
verdiinnt und ein frisch gewaschenes vorbereitetes DEAE-Sephadex® 
A- 50 Gel readsorbiert . Anschliefiend wurde durch fiinf Waschungen 
mit je 1 ml einer Losung von 7 g/1 NaCl in Wasser detergensf rei 
gewaschen und schlie&lich das Praparat , wie in Beispiel 1 be- 
schrieben, weiterauf gearbeitet . 

Die Analyse beider Varianten der Behandlung bei 26 °C und bei 
40°C zeigte eine mit einer Standardvariante ohne Virusinakt ivie- 
rung vergleichbare spezifische Aktivitat des FEIBA-Praparates . 
Die Ausbeuten betrugen jeweils 75 % der Standardvariante. 

BEISPIEL 5 : 

Detergensbehandlung von Pro t hr omb inkomp 1 ex in Gegenwart von 
TWEEN®-80 (Derzeit nach Ansicht der Anmelderin der beste Weg zur 
Ausftihrung der Erfindung) 

30 ml frisch gefrorenes menschliches Citratplasma wurden bei 0 
bis +4°C aufgetaut und das dabei anfallende Kryoprazipitat durch 
Zentrif ugation bei +2°C abgetrennt. Der daraus resultierende 
"Kryouberstand" wurde mit 2 IE Heparin/ml versetzt. Danach wur- 
den die Proteine des Prothrombinkomplexes mit DEAE-Sephadex® 
A-50, Fa. Pharmacia, in einer Konzentrat ion von 0,5 mg/ml adsor- 
biert. Der Gel-Proteinkomplex wurde von der Losung abgetrennt 
und jeweils mit einem Puffer 1 (4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O , 7 g/1 
NaCl, 9 g/1 Na 2 HP0 4 . 2H 2 O , 500 IE Heparin/1, pH 7,5) und an- 
schliefcend mit Puffer 2 (4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O/l , 7 g/1 NaCl, 500 
IE Heparin/1, pH 7,5) gewaschen. 

Das gewaschene Gel wurde nun zur Pathogeninakt ivierung mit 1,5 
ml einer Losung, enthaltend 150 mg TWEEN®-80/ml und 30 mg 
NaCl/ml, 1 h bei 26°C suspendiert . Durch diese Behandlung wurde 
die Proteinf rakt ion gemeinsam mit eventuell vorhandenen Pathoge- 
nen oder Pathogenf ragment desorbiert und im Laufe der Inkubation 
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mit dem Detergens wurde Pathogen inaktiviert. AnschlieSend wurde 
wie im Beispiel 1 beschrieben mit 6 ml Wasser verdunnt und 1 h 
bei Raumtemperatur die Proteinf rakt ion samt Wirkstoff an die 
Ionenaustauschermatrix readsorbiert . AnschlieSend wurde fiinf mal 
mit 1 ml eines Puffers (4 g/1 Na 3 Citrat, 7 g/1 NaCl, 500 IE 
Heparin/1, pH 7,5) detergensf rei gewaschen und mit einer Losung 
von 1 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O, 30 g/1 NaCl, 1000 IE Heparin, pH 7 , 0 
eluiert. Zum Eluat wurde 1 IE Heparin/ml zugesetzt. Die Pro- 
thrombinkomplex enthaltende Losung wurde gegen einen Puffer ent- 
haltend 4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O, 8 g/1 NaCl, pH 7 , 0 umgepuffert und 
lyophilisiert . Im rekonstituierten lyophilisierten Prothrombin- 
komplex wurden der Proteingehalt und der Gehalt an Prothrombin- 
komplexf aktoren getestet; die Resultate sind Tabelle 1 zu ent- 
nehmen . 

Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne TWEEN®-Behandlung herge- 
stellt. Die Analysenergebnisse sind ebenso Tabelle 1 zu ent- 
nehmen . 



Vergleich der Aktivitaten der Prothrombinkomplexf aktoren nach 
Durchfiihrung des erf indungsgemaSen Verfahrens und ohne dieses 
Verf ahren 



TABELLE 



1 



o 

- 16 - 



Protein C 
(E/ml) 


26,5 
27,9 


Faktor X 
(E/ml) 


23,2 
22, 1 


Faktor IX 
(E/ml) 


21,0 
22,2 


Faktor VII 
(E/ml) 


CTi O 
O i-H 


zung 

Prothrombin 
(E/ml) 


i — i r— 

CM CTk 
CM t-H 


Zusammenset 
Protein 

(mg/ml) 


14,7 
14, 4 


Kontrolle 

erf indungsgem . 
Praparat 
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Es zeigte sich, daS durch die Detergensbehandlung keine wesent- 
liche Anderung der Zusammenset zung des Prothrombinkomplexes er- 
f olgte . 

BEISPIEL 6 : 

Detergensbehandlung von Faktor VII mit TWEEN®-80 im Vergleich 
zur Virusinaktivierung von Faktor VII nach einem konventionellen 
Verf ahren 

Aus humanem Citratplasma wurde die Prothrombinkomplexf raktion 
enthaltend die Gerinnungsf aktoren Prothrombin, geringe Teile von 
Faktor VII, Faktor IX und Faktor X, wie in Beispiel 5 beschrie- 
ben, abgetrennt. Der im Uberstand nach Adsorption an DEAE- 
Sephadex® A50 verbleibende GroSteil des Gerinnungsf aktors VII 
wurde nun durch Adsorption an Aluminiumhydroxid gewonnen. Dazu 
wurden pro 1 1 Uberstand nach Abtrennung des Prothrombinkomple- 
xes 10 ml 2 %iger Aluminium-Hydrogelsuspension zugesetzt und 3 0 
min bei 4°C geriihrt . AnschlieSend wurde durch Zentrif ugation bei 
5000 rpm 10 min bei ca. 4°C in einem Sorvall RC3B Rotor H6000A 
der Aluminiumhydroxid-Proteinkomplex abgetrennt, der Uberstand 
verworfen und der Niederschlag mit 3,5 % des Volumens des zur 
Adsorption verwendeten Prothrombinkomplexuberstandes in einer 
Losung von 4 g Na 3 Citrat . 2H 2 0/1 und 7 g NaCl/1, pH 7,5, suspen- 
diert und 30 min geriihrt. Dadurch wurde Inertprotein vom Alumi- 
niumhydroxid desorbiert . Der am Aluminiumhydroxid verbleibende 
Faktor VII wurde durch neuerliche Zentrif ugation wie oben be- 
schrieben pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Nie- 
derschlag zur Weiterverarbeitung weiterverwendet . Zur Desorption 
der Proteinf raktion wurde der Aluminiumhydroxid- Faktor VII-Kom- 
plex mit 1 Vol.% des zur Adsorption verwendeten Prothrombinkom- 
plexuberstandes eines 0,3 mol/1 Phosphatpuf f ers , pH 8,6, (53,4 g 
Na 2 HP0 4 . 2H a O/l wurden mit einer Losung von 41,1 g NaH 2 P0 4 H 2 0/l 
auf pH 8,6 eingestellt) enthaltend 1 % TWEEN®-80, 30 min ge- 
riihrt. Anschliefeend wurde zur Pathogeninaktivierung auf eine 
Endkonzentration von 15 % TWEEN®-80 Detergens zugesetzt und an- 
schlie£end 1 Stunde bei 4 0°C geriihrt. Danach wurde die Losung 
auf ca. 22 °C abgektihlt und mit 9 Teilen Aqua dest . verdiinnt. Die 
Faktor VII-Fraktion wurde dann an 1 g/1 DEAE-Sephadex® A5 0 unter 
einstiindigem Riihren bei ca. 22°C readsorbiert . AnschlieSend wur- 
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de auf der Sinternutsche der Gel-Proteinkomplex durch dreimali- 
ges Waschen mit je 100 ml pro Liter eingeset zter , verdunnter 
TWEEN® - Losung mit einem Puffer enthaltend 4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 O/l 
und 7 g NaCl/1, pH 7,5, enthaltend 500 IE Heparin/1, vom Deter- 
gens f reigewaschen . Die Elution der Faktor VII-Fraktion erfolgte 
durch Riihren des Ionenaustauscherproteinkomplexes und 100 ml/1 
verdunnter TWEEN®- Losung einer 85 g NaCl/1 enthaltenden Losung 
fur 30 min bei 22°C. Im Eluat wurde anschlieSend der Faktor VII- 
Gehalt mit einem chromogenen Faktor VII -Test (Immunochrom Faktor 
VII :C, IMMUNO AG, Wien, gemessen gegen den internationalen Pro- 
thrombinkomplex- Standard) , der Proteingehalt nach der Methode 
von Bradford [Anal . Biochem . 72:248-254 (1976)] und Faktor Vila, 
nach der Methode aus US683,682 (gemessen gegen den internationa- 
len Faktor Vila-Standard) quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse 
sind Tabelle 2 zu entnehmen. 

Zum Vergleich wurde Faktor VII durch Adsorption an Aluminium- 
hydroxid wie oben beschrieben von den anderen Proteinen des Pro- 
thrombinkomplexes abgetrennt und im adsorbierten Zustand gemafi 
der EP 0 197 554 mit den virusinaktivierenden Agentien aus EP 0 
131 740 mit TWEEN®-80 und Tri- (N-butyl ) phosphat (TNBP) behan- 
delt. Dazu wurde der Alhydrogel-Proteinkomplex in einer waSrigen 
Losung von 1 % TWEEN®-80 und 0,3 % Tri- (N-butyl) phosphat 18 
Stunden bei 4°C mit einem Volumen von 50 ml/1 Prothrombinkom- 
plexuberstand geruhrt . AnschlieSend wurde wie oben beschrieben 
zur Abtrennung des Aluminiumhydroxid-Proteinkomplexes zentrifu- 
giert und durch Waschung mit 3 x 100 ml einer Losung von 4 g/1 
Na 3 Citrat . 2H 2 O, 7 g/1 NaCl, pH 7,5, durch Resuspendieren von 
uberschiissigem TWEEN®-80 und Tri- (N-butyl) phosphat bef reit . Zwi- 
schen jeder Waschung folgte eine Pelletierung des Aluminium- 
hydroxid-Proteinkomplexes durch Zentrif ugat ion . Die Elution wur- 
de unter den gleichen Bedingungen wie beim Parallelansatz nach 
dem erf indungsgemaSen Verfahren durchgef iihrt . Ebenso wurden die 
Analysen des Endproduktes analog durchgef uhrt . Die Resultate 
sind Tabelle 2 zu entnehmen. 



TABELLE 



2 



Faktor VI Ia-Akt ivitaten nach Durchfiihrung des erf indungsgemaSen 
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Verfahrens und nach Durchfiihrung des Verfahrens gemafi der 
EP 0 197 554. 



ktivitat 
(Vlla/VII) 


0,84 


ro 


Faktor VIIa-A! 
(E/ml) | 


L'Z 


<T* 

i — ) 

H 


spezif ische 
Aktivitat 

i (E/mg) 


15,2 


VD 

r- 


c 

o 

•H 
4-> 

1 U 

a 4-> — 
•h c: ■ — < 

<L> CP £ 
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CM 
O 


m 
o 


Zusammensetzu] 
Aktivitat 
(E/ml) 


CM 

m 


oo 




erf indungsgemafres 
Praparat 


Praparat gemafi 1 
EP 0197 554/EP 0131 
740 
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Es zeigte sich, daS unter Anwendung dieses Verfahrens der Fakto 
VIIa-Gehalt im Vergleich zum erf indungsgemaSen Verfahren deut- 
lich erhoht war, wobei trotz der komplexen Behandlung des Fakto 
VII, keine Aktivierung f est zustellen war. AulSerdem war bei dem 
erf indungsgemaSen Verfahren die spezifische Aktivitat des erhal 
tenen Produktes hoher als beim Vergleichspraparat . 

BEISPIEL 7 : 

Semiquantitative Bes timmung von Hepatitis G-Virus 

In den Pathogeninaktivierungsansatzen der Beispiele 1 bis 6 wur 
den Proben jeweils von den Ausgangsmaterialien, Uberstand nach 
Kryoprazipitation oder Adsorptionsuberstand nach Abtrennung der 
Gerinnungsf aktoren II, IX und X, sowie den entsprechenden gerei 
nigten und konzentrierten Gerinnungsf aktorpraparaten gezogen. 
0,5 ml dieser Proben wurden 1+1 mit physiologischem Phosphat- 
Kochsalzpuf f er verdiinnt und eventuell vorhandene Viren wurden 
durch Ultrazentrif ugation pelletiert. Die RNA wurde aus den vi- 
ralen Pellets durch die RNAzol-Reagens-Methode (Biotecx, 
Houston, Texas) extrahiert und in sterilem A.dest. gelost. 

RT-PCR auf Hepatitis G- Virus (HGV) -Nukleinsauren wurde mit dem 
Primerpaar NS5a 1 und NS5a 2 (Linnen, J. et al . , Science 271: 
505-508 (1996)), durchgef iihrt . Die Sequenz der verwendeten Prim 
er (erhaltlich von Boehringer Mannheim, Deutschland) war fur 
NS5a 1: 5 1 CTCTTTGTGGTAGTAGCCGAGAGAT 3' und fur NS5a 2: 
5 ' CGAATGAGTCAGAGGACGGGGTAT 3*. Die Primer wurden mit einem Fluo 
reszenzf arbstof f markiert und die daraus nach Routineverf ahren 
ublicher PCR-Protokolle resultierenden f luoreszierenden Ampli- 
cons wurden auf einem ABI 377-Sequencer von Applied Biosystems 
analysiert . Urn die Anwesenheit von RT-PCR- Inhibitoren in den 
Proben ausschlieSen zu konnen, wurden die Proben mit Hepatitis 
C-Virus-RNA-Mimics gespikt und in einer, gemaS EP 0 714 988, 
durchgef iihrten Hepatitis C-PCR analysiert. Es wurden ausschlieS 
lich Extrakte, die keine Inhibition in der HCV-PCR zeigten, als 
fur die HGV-PCR auswertbar angenommen. Die Intensitat der Fluo- 
reszenz wurde als MaS fur den Gehalt an Hepatitis G-Virus genom 
men. Es zeigte sich, dafi die fur die Fraktionierung verwendeten 
Ausgangsmaterialien vor der Pathogeninaktivierung gemaS dem er- 
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finderischen Verfahren stark positive Signale, d.h. eine hohe 
Konzentration an HGV-Nukleinsaureamplif ikaten, aufwiesen, wah- 
rend in den Eluaten nach der Readsorption und Abtrennung der 
virusinaktivierenden Agentien keine HGV-RNA mehr nachweisbar 
war . 

Bei Parallelversuchen ohne Durchfuhrung einer Detergensbehand- 
lung waren die Eluate wie die verwendeten Ausgangsmaterialien 
HGV-PCR-positiv. 
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Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Inaktivierung von Pathogenen, insbesondere von 
Viren, in einem biologischen Material durch Inkubieren mit einem 
chemischen Mittel, dadurch gekennzeichnet, da£ die Inkubation in 
Gegenwart eines eluotropen Salzes entsprechend einer NaCl-Kon- 
zentration von mindestens 200 mmol/1, vorzugsweise mindestens 

3 00 mmol/1, vorgenommen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
chemische Mittel ein Detergens verwendet wird, welches vorzugs- 
weise in einer Menge von mindestens 1 %, mehr bevorzugt mehr als 
5 %, am meisten bevorzugt mehr als 10 % enthalten ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
als eluotropes Salz Natriumchlorid verwendet wird. 

4 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch gekenn- 
zeichnet, da6 die Inkubation fur einen Zeitraum zwischen 10 Mi- 
nuten und 10 Stunden, am meisten bevorzugt zwischen 1 Stunde und 
5 Stunden, erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS als biologisches Material Plasma oder eine Plasma - 
fraktion verwendet wird oder Material von einer Zellkultur. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein biologische Material verwendet wird, das einen 
Blutfaktor, insbesondere ein Vitamin-K-abhangiges Protein, ent- 
halt. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ ein biologisches Material verwendet wird, das eine 
Prothrombinkomplex enthaltende Fraktion ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ das biologische Material an einem festen Trager 
adsorbiert, gereinigt und die Inkubation nach Elution des ge- 
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reinigten Materials vorgenommen wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , da£ die 
Elution und die Inkubation gleichzeitig erfolgen. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, 
daS als fester Trager ein chromatographisches Material verwendet 
wird, insbesondere ein fur die Ionenaustausch-Chromatographie 
oder die Af f initatschromatographie geeignetes Material. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ weitere Schritte zur Reinigung des Materials 
durchgef iihrt werden, insbesondere eine chromatographische Reini- 
gung . 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein weiterer Schritt zur Inaktivierung bzw. Abrei- 
cherung von Pathogenen durchgefuhrt wird, insbesondere eine Fil- 
tration oder eine Hitzebehandlung . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS als chemisches Mittel ein nicht-ionisches Deter- 
gens ausgewahlt aus der Gruppe Tween und Triton verwendet wird. 

14. Chromatographisch gereinigte Preparation, enthaltend einen 
autodynamisch akt ivierbaren Blutfaktor mit einem Anteil von we- 
niger als 50 %> / bezogen auf den Gehalt an dem aktivierten und 
nicht aktivierten Blutfaktor, vorzugsweise weniger als 40%, mehr 
bevorzugt weniger als 30%, noch mehr bevorzugt weniger als 20%, 
welters bevorzugt weniger als 10%, am meisten bevorzugt weniger 
als 1 %, und einem Detergens-Gehalt . 

15. Preparation nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da£ 
der Blutfaktor ausgewahlt ist aus der Gruppe Faktor VII, Faktor 
XII, Faktor XI und Pra-Kallikrein . 

16. Preparation nach einem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie einen Prothrombinkomplex enthalt mit einer 
Faktor VI Ia-Akt ivitat von weniger als 50%, bezogen auf den Ge- 
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halt an aktiviertem und nicht aktiviertem Faktor VII, vorzugs- 
weise weniger als 10%, am meisten bevorzugt weniger als 1%. 

17. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet; daS die Preparation frei ist von Serinprotease- 
Inhibitoren bzw. deren Kofaktoren. 

18. Preparation nach einem der Anspriiche 14 bis 17, erhaltlich 
durch ein Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13 . 
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Verfahren zur Inaktivierung von Pathogenen, insbe- 
sondere von Viren, in einem bioloaischen Material 



Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein Verfahren zur Inaktivierung von Pathogenen, 
insbesondere von Viren, in einem biologischen Material durch 
Inkubieren mit einem chemischen Mittel, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dafi die Inkubation in Gegenwart eines eluotropen 
Salzes entsprechend einer NaCl-Konzentration von mindestens 200 
mmol/1, vorzugsweise mindestens 300 mmol/1, vorgenommen wird, 
sowie eine chromatographisch gereinigte, Prothrombinkomplex 
enthaltende Preparation. 



